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論文内容要　旨
生体の最外を形成する表皮細胞は,外界から体内を保護するだけでなく,紫外線や真菌,バクテリア
による暴露や物理的,化学的刺激など艶々な環境刺激に対し,サイトカインやケモカイン,プロスタグ
ランジン類などの前炎症性メディエークーを産生することにより,皮膚の創傷治癒や免疫応答に重要な
役割を果たす｡最近,表皮細胞に物理的または化学的刺激が加わると,細胞外にアデノシン三リン酸
(ATP)が放出されることが明らかとなった｡ ATPは,生体の活動および生理機能の維持に不可欠な化
学伝達物質であるだけでなく,様々な細胞組織のストレスや傷害に伴って細胞外-放出され,近傍の免
疫細胞に作用して,種々の免疫応答因子の産生を促進させることから, dangersignalの一つとして免疫,
アレルギー,炎症反応などにおける役割が注目されている｡細胞外ATPは,種々の細胞表面に発現する
プリン作動性(p2)受容体を介して作用することが知られており,陽イオンチャネル内蔵型のP2Ⅹ受容
体と膜7回貫通Gタンパク質共役型のP2Y受容体の二つに大別され,それぞれにサブタイプが存在する
(Fig.1)｡
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Fig. 1 Schematic diagram of P2X &bd P2Y receptors SlgJlaling pathwAy･
表皮細胞にはP2X._7受容体およびp2Y-, P2Y2, P2Y., P2Y｡, P2YH, P2Y,2, P2Y13受容体が発現しており,
細胞外ATP刺激による表皮細胞の増殖,分化,アポトーシスならびに細胞間情報伝達に関与することが
知られている｡最近,表皮細胞において細胞外ATP刺激によりIL-6の産生が誘導されることが明らか
になった｡また,皮膚に存在する様々な免疫細胞においても,細胞外Arp刺激によりサイトカインやケ
モカイン類の産生が促進されることから,表皮細胞から放出されたATPは,皮膚のホメオスタシスや免
疫応答,炎症やアレルギー反応において重要な役割を果たすものと推察される｡そこで,正常ヒト表皮
角化細胞(NHEKs)において, ATP刺激により誘導される免疫応答因子を探索し,その機能解析を行う
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とともに,ヒト表皮における細胞外ATPの生理的意義や炎症性皮膚疾患における役割を明らかにするこ
とを目的として,本研究に着手した｡
これまで,細胞外ATPの標的因子の解析は,多くの場合,個々の分子に着目して行われてきたもの
の,細胞外ATPの皮膚免疫における役割を総合的に理解するうえで十分とは言えなかった｡そこで,ま
ずDNAマイクロアレイを用い, ATP刺激したNHEKsにおける遺伝子の網羅的な発現解析を行った｡
その結果,コントロールに比べて2倍以上発現が克進し,かつ有意差の認められた遺伝子35個を抽出
したo　これらのうち,免疫応答因子としては,既に報告のあるIL16をはじめ,新たにILl20, CXCLl,
cxcL2, CXCL3, GTP bindingprvtein overexpressed in skeletal muscle (GEM) ,ならびにV-fos FBJ murine
osteoswcoma viraloncogene homologue (Vfos)が誘導されることを明らかにした｡また,同定された遺
伝子群の中にcAMPresponse elementbindingprotein/ATFファミリーに属するATF3が認められたo最近,
ATF3は, Toll様受容体4 (TLR4)を介して活性化したマクロファージにおいて, IL-6およびIL-12bの
転写を抑制することが明らかとなった｡一方, GEMおよびV-fosは免疫応答因子に分類されているもの
の,免疫応答以外の多くの機能との識別が困難であるため,本研究においては取り扱わないこととした｡
IL-6, IL-20, CXCLl, CXCL2, CXCL3およびATF3に着目することとした｡次に,定量RT-PCR法を
用いて各mRNA発現の経時変化を調べたところ,いずれのmRNAもATP刺激後30分以内の比較的早
い段階から,発現変動が見られた｡表皮細胞は,外的刺激を受ける最初の細胞であり,速やかなサイト
カイン,ケモカインの発現は,皮膚ホメオスタシス維持においてきわめて合目的であると考えられる0
同時に,これらはアレルギーや炎症を惹起する因子としての作用も考えられることから,様々な皮膚疾
患との関連から興味深い｡
次に, P2受容体アゴニストおよびアンタゴニストを用いて, IL-6, IL-20およびCXCLlの産生とP2
受容体との関連を精査することとした｡なお,アゴニストには, ATPのほか,加水分解耐性のATP†S,
ATPの加水分解産物であるADP,および表皮細胞増殖促進作用を有するUTPを用い,阻害実験には非
選択性p2Ⅹ/P2Y受容体アンタゴニストであるPPADS,および広範囲なp2受容体アンタゴニストである
suraminを用いた｡まず,各種ヌクレオチド誘導体の効果を調べたところ, UTPの場合を除いてIL-6お
よびIL-20の有意な産生冗進が認められた｡ cxcLlの場合は, IL-6, IL-20とは異なり,コントロール
においても高い産生能を示した｡一方,阻害実験においては,両アンタゴニストともに1L-6, 1L-20お
よびcxcLlの産生を阻害することが判明した｡このことから, CXCLlは培養過程で生じた内因性の
ATP刺激に伴うp2受容体の活性化によって既に発現が克進された状態にあり,外因性のATP等による
反応の影響を識別できなかったことによるものと考えられた｡次に, ATP刺激によるATF3発現の経時
変化をイムノブロット法を用いて追跡したところ, ATP刺激後1-4時間においてATF3の発現が認め
られた｡先にも述べたように, ATF3は, TLRを介した炎症反応において負の調節因子として機能し,
免疫応答の制御に関与することから,表皮細胞においても同様に機能することが考えられるものの,
NHEKsにおけるATF3の機能は未だ不明な点が多いo
ATP刺激によって産生が克進されるIL-6とIL120は,受容体と連動したJAK-STAT経路を介して
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STÅr3のリン酸化を引き起こすことが知られている｡ ST#r3は皮膚の細胞周期や創傷治癒において重
要な役割を果たしているだけでなく,炎症性皮膚疾患の一つである乾癖の病変部で高発現しており,そ
の発症や悪化に密接に関与していることが指摘されている｡そればかりか,同病変部においてIL-6や
IL-20サブファミリー,およびその受容体も高発現していることから, ATP刺激したNHEKsにおけるリ
ン酸化sTだr3の経時的発現変動について,イムノブロット法を用いて検討することとした｡その結果,
リン酸化STAT3は, ATP刺激後1-2時間で発現克進が認められ, 4-8時間においていったん減弱したも
のの, 12-24時間後に再度克進する二相性の変動を示すことが判った｡このうち,遅発性のSTHr3のリ
ン酸化は, IL-6やIL-20のパラクリン作用が関与している可能性が考えられた｡そこで, ATP刺激によ
る遅発性のSTだr3のリン酸化に関連するシグナル伝達経路を明らかにするため,サイトカインに対する
中和抗体,およびP2受容体アンタゴニストであるsuramin添加の,リン酸化sTAT3発現に及ぼす影響
を調べた｡その結果, ATP単独ならびこれにコントロール抗体(IgG)を加えて刺激したとき,リン酸
化STAT3レベルは顕著に増加した｡この発現誘導は,抗IL16抗体の添加により抑制されたものの,抗
IL-20抗体の添加は,リン酸化STAT3の発現にほとんど影響しないことが判明した｡一方, suramin添加
によりリン酸化STAT3レベルは顕著に減少した｡最近, lL-20受容体複合体の発現レベルが表皮基底層
を構成するNHEKsにおいて低いことが報告されたことを考え併せると, NHEKsの細胞外ATP刺激によ
るSTAT3のリン酸化においては, IL-20の寄与は小さく, ATPにより発現誘導されるIL-6を介する経路
(JAR-STAT)が関与している可能性が考えられた｡
次に, ATP刺激後1, 2時間で観測される早期のSTAT3のリン酸化機構について検討した｡その結果,
早期のリン酸化sTAT3の発現克進はsuraminの添加により抑制されたものの,抗IL-6抗体による抑制は
認められなかった｡このことから, ATP刺激による早期のST#r3のリン酸化には, IL-6によるパラク
リン作用を介さない直接的な経路が関与することが示唆された｡最近,ラット皮質星状細胞において,
p2受容体を介したsTAT3のリン酸化反応が報告されており, NHEKsにおいても同様の経路の存在が推
察された｡
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Fig･ 2 Schematic diAgrAm of AggmvAtion of psoriASis by extmcelhIarATP.
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以上,本研究により,ヒト表皮細胞において細胞外ATP刺激は, IL-6, Iレ20, CXCLl, CXCL2,
cxcL3, ATF3, V-fosおよびGEMの発現を誘導することが明らかとなった｡さらに,乾癖の発症や悪
化の引き金となるSTAT3のリン酸化は,細胞外ATPが誘導するIL-6依存的に起こることが明らかとなり,
これが乾癖の悪化に見られるケプネル現象に関与しているという新たなモデルが想定された(Fig･ 2)0
このように,細胞外ATPは今回明らかとなった免疫応答因子を誘導することにより,皮膚のホメオスタ
シス維持や炎症性皮膚疾患において重要な役割を果たすことが明らかとなり,本研究の成果は,乾癖を
はじめ様々な炎症性皮膚疾患の発症機序やその治療法を考えるうえで大いに役立つものと期待される｡
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審査結果の要旨
近年,免疫,アレルギー,炎症反応などにおけるATPの役割に注目が寄せられている｡最近,ヒト表
皮において細胞に物理的あるいは化学的刺激が加わると,細胞外にATPが放出されることが明らかと
なった｡細胞外のATPは,種々の細胞表面に発現するプリン作動性(p2)受容体を介して細胞内にシグ
ナルを伝達するが,表皮細胞の皮膚免疫,炎症反応における役割は未だ明確とは言えない｡こうした背
景から,著者は,ヒト表皮角化細胞における細胞外ATPの機能を明らかにする目的で,本研究に着手した｡
まず,表皮細胞において細胞外ATPで誘導される免疫応答因子を明らかにするため,ヒト表皮角化
細胞(NHEKs)をATPで刺激し, DNAマイクロアレイを用いて遺伝子発現解析を行った｡その結果,
Ⅰレ6, IL-20, CXCLl, CXCL2, CXCL3や, ATF3の発現が誘導されることを見出した｡次に,定量
PCRによりそれらのmRNA発現の経時変化を追跡したところ,いずれもATP刺激後30分～ 1時間で誘
導されることを明らかにした｡
次に,種々のP2受容体アゴニストおよびアンタゴニストを用いて, IL-6, IL-20の産生とP2受容体
との関わりを調べた｡まず,各種ヌクレオチド誘導体の効果を調べたところ, ATP†S, ADPによりIL-6
およびIL-20ともに有意に産生が克進した｡一方,アンタゴニストであるPPADSやsuraminを用いたと
ころ,両者ともにm-6およびIL-20の産生を阻害した.このことから,細胞外ATP刺激が, P2受容体
を介して1L-6やIL-20の産生を誘導することを明らかにした｡
IL-6およびIL-ZOは, STAT3のリン酸化を引き起こすことが知られている｡炎症性疾患の一つである
乾癖の病変部でIL-6, IL-20およびそれらの受容体が高発現しているうえ, STAT3のリン酸化も冗進し
ていることが知られていることから,次に, ATP刺激により産生したIL-6およびIL-20の, NHEKsに
おけるSTAT3のリン酸化-の関与につき精査した.その結果, ATP刺激後1 -2時間でリン酸化sTAT3
の発現が冗進し,その後12時間から24時間後に再度発現が克進した｡ IL-6およびIL-20の中和抗体や,
P2受容体アンタゴニストsuraminを駆使してリン酸化sTAT3発現冗進のメカニズムを精査したところ,
早期の発現冗進はP2受容体を介する直接的な経路が関与し,遅発性の発現冗進には, ATP刺激で誘導
されたIL-6を介するJAK-STAT経路の関与が強く示唆された｡
以上,本論文は,乾癖の発症や悪化の引き金となるSTAT3のリン酸化が,表皮-の物理的あるいは化
学的刺激により放出されたATPが誘導するIL-6依存的に起こることを明らかにした｡そればかりか,
乾癖悪化に見られるケブネル現象の新たなメカニズムを提唱しており,その成果は様々な炎症性皮膚疾
患の発症機序や治療法を考えるうえで,大いに役立つものと期待されることから,博士(薬学)の学位
論文として合格と認める｡
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